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著者は前にニコチン酸(以下NAとす)の微生物学的定量法を報告したが、今固化学的定量法を
検討した。化学的定量法で主に用いられているのは、NAIζ臭化シャンと芳香族アミンを作用させ
て鐙黄色の G1 u tacon-aldehyde誘導体(以下GA休とす)とする所謂 Konig反応を利用して比
色定量する方法である。乙の方法で問題となるのは結合型NAを遊寝屋型とする為に酸叉はアルカリ
で水解する際、生ずる褐色k紫除去の方法並に Konig反応、の条件である。脱色には極kの方法が
行われているが、いづれも夫k欠点をもっており、 藤僚のがカチオン交換樹脂阻ι9を用いている
のが最も合理的と思われる。しかし乙の樹脂は現在市販されていないので、フエノ ール性カチオン
交換樹版ダイヤイオンBKを用いて好結果を得た。叉 Konig反応、に用いる臭化シャン液は我国で
2)3)5)6) 7) 
は一般に使用の都度新調しているが、Friedemannは之に緩衝駐を加えた 0.5モル液を作る乙と
により長期の保存に耐える乙とを報告しているので之巻追試確認し、採用した。更にアミンとして
は p-アミノアセトフエノン(以下pAAとす)が生成 GA休の色調をも濃くし、旦安定性も大と
云われているので、之を採用した。それで之等の試薬を組合せる反応、条件を定めたので、その操作
方法をその実lI!lJ例とともに示す。
A 純緯演の場合
1.試薬
. 重て亙
特に記載のないかぎり次のものを用いた。
(1) 0.5M緩衝 BrCN
Friedmannの方法的 K従った。氷室で約3ヶ月は実用上安定である。
(2) 3 %pAA 
pAA3gをとり、 1N HCl Iζとかし、水で 100m!とす。 褐色壌に入れ、冷附所に保つ。約1
ヶ月は実用上安定である。
(3) 100mg% N A標準液
Friedemannの方法に従って調整した。 トルオール下で冷暗所iζ保存し、 照時孫釈して用う。
約1ヶ年は安定であるが、之よりうすいものは長期の保存に耐えない。
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2. Konig反応の条件
(1) BrCNと pAA液の液量比
基本的条件として 10rNA/4mlを栂色共栓試験管にとり、(生成GA休は光に対し不安定である)
500Cの混浴に保ち、BrCN液を指定量加え、5分保った{ゑ氷冷水 (100C附近)中に入れて冷却し
てから pAA液を指定量:)mえ、10分以内1L1る津製作所DFD型光電比色1・で、最も感度の向い 450
mμの遮光板を用い、10mm液僧で比色し、Extinction(以下E値とす)を求める。対照にはNA
液の代りに水 4mlを用い、以下同様の処理をしたものをとった。 乙の比色の結果は Table1の如
くであり、NA4ml Ir.対して BrCN液、pAA液ともに 1m]がよかった。叉従来法による BrCN
よりはるかに感度のよい乙とがわかる。尚ζの際pAA液の盗酸浪1.tを低くするとE値は向くなる
が、GA休の安定時聞は短くなる。ζの両者を考え合せて 1NHClにとかすことにした。
位) NAと BrCNの反応温度及び時間
J:の試薬霊肉jち NA4ml、BrCN、pAA各 1mlでNAとBrCN との反応温度を施k 変えて
反応させ、 比色した結釆は Table2の通りで Table 1 
500C附近が最高E値を示しているので、反応
温度として 50-550Cを探用した。次にとの条
件で反応の時間を栂kかえて測定し た結果を
Table31ζ示すが、 6-12分t乙於て一定してい
るので、6-8分を採用した。
(3) pAA添加後の経過時間と吸光度
上記の実験の結来得・た条件でNAと BrCN
とを作用させ、親身の温度Iζ冷却して pAAを
加えてから比色迄の時間を種kかえた所、Fig.
11乙示す織で温度の低い方がE値志向く、且
安定時間色長いが、実用上 lOOC以下では不
便であり、 200Cでは安定時間が短く、実施困
難な為、10-150Cで 12分以内Iζ比色する ζ と
にした。
(4) NA濃度とE値
以上の笑験は会てNA液は O.25mg~~ (即ち
10r/4ml)で行ったが、 乙の演皮とEf直との関
係はほ己の最適条件で Fig2 のをロくであり、
0.0-0.4mg ，f， (0-16r 4ml)に於て直伊関係
が認められる。
B 天然物の場合
1. 浸出方法の検討
一般に動物性食品は終濃度2規定の NaOH，
- 7ー
Ratio of reagents volumes on Konig 
reaction (niacin IOr/4ml) 
BrCN pAA E(4蜘 μ)10mm 
1 ml 2 ml 0.435 
2 2 0.382 
3 2 0.350 
1 3 0.395 
1 1 0.485 
2・ 2 0.273 
• Prepared by usual method 
Table 2 
Extinction and reaction temp. 。f
niacin with BrCN 
1st 2nd 
Temp. E Temp. E 
40・c 0.452 450C 0.490 
日 0.460 国 o.反x)
60 0.460 55 0.495 
70 0.420 60 0.490 
Table 3 
Extinction and reaction time of niacin 
witb BrCN 
Time E Time E 
2.5min. 0.412 10.0min 0.520 
4.0 0.490 12.0 0.524 
6.0 0.516 14.0 0.510 
8.0 0.526 16.0 0.510 
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とともに沸植物性食品は同浪度の HCl
騰水浴で30-60分加熱、水解してNAを
水酸
化石灰等も用いられているが、後者は特
lζ操作が困難である。之等の酸及びアル
を加え、20ml Ie:夫kNA1∞rカリ
? ?
?????
?
?
『?
??
??
?，
? ? ?
?
?
遊離している。 2)3)6)ζの:他硫酸、乞ごと:こ--_・←一ーと士三義ごコ
NAの残存率
NaOHを用
1∞CC、60分加熱した所、
叉 HClを用いて押麦、
は 97-102.%であった。
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Fig. 1. Relation between extinction coefficient and 
time after addition of p-aminoacetophenone 
into Niacin-BrCN solution at variable temp. 
eratures. 
15.0 21 S lQO 王E50 15 
いて鰹節の水解時聞を30分、45分、60分、
その NA 測定値に差異は認めら
脱色操作の検討
水1~r夜を中和する操作でかなり除蛋白出来るが、更に除蛋
90分と変えて笑験した所、
れなかった。
2. 
白剤を加えるこ とにより褐色色紫除去に効果がある。除蛋白
剤としてはメタ燐酸が最も使用しやすかった。之は次のGA
休生成を阻害するが、イオン交換樹脂層を通す乙とにより除
かれる。 KMnO~ 液による脱色のも有効であった。尚ζの際
は一応アルカリ性としてマンガンを除く必要がある。
除蛋白後、カチオン交換樹脂ダイヤイオンBK(三菱化成)
を60-1∞メッシユとし、精製(後述)したもの1.2gを活栓
附置換塔(直径0.66mm、高さ16cm)に充喫したもの(以下
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D塔とす)を通し、1NHClで洗議後、沸騰蒸溜水を流出液Fig. 2. Relation between ex-
tinction coefficient and 
the concentration of 
maclO 
の着色を認めなくなる迄通し、5mlの lNNaOHを通して流
を通すと吸着された NA出液をすて、更に20mlの NaOH
乙の際のNAの回収率は樹脂 0.8gでは不足であるが、
1. 0-1. 2gで 95.%以上あり、氷解液の pHは 2-7で変化はなかったので除蛋白液のpHを補正
する必要はない。脱着の為の
之を HClで中和する。は脱着される。
は 15mlで略充分であったので 20mlとしTこ。.叉樹脂の再
生は KH-9Iζ準じて行えば約10回は使用出来た。
之等の操作で脱色出来る程度をみる為、 米 6gを粉砕し、
NaOH 
中和して2N HCl 50mlで水解、
結果そのE値をGA休の比色と同じ条件で浪I1った。総過後、穏kの操作をして一定量に稀釈し、
は Table4の如くである。
以上の操作によるNAの損失或はGA休生成反応阻害が知何(ζ現はれるかを検する為に穏kの操
の如くである。
以上の結果から脱色にはD塔通過が極めて有効であり、且その聞にNAの損失を殆ど認めない乙
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作をした NA10rを比色した結果は Table5
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とがわかる。 Table 4 
C 定量方式
以上の結果から次の一般方式
をたてたが、浸附液晶等は適宜
変更し得る。
1. 置換塔の準備
ダイヤイオンBKをくだいて
60-1∞メッシユとし、その10g
を丸底コルベンにとり、蒸溜水
で数回洗浴後、傾斜、0.5NNa 
OH 150mlを加えて沸勝水浴で
1時間保ち、傾斜、再ぴ同量の
NaOH を加えて同様加温傾斜
し、之を4回繰返した後、蒸溜
水 150ml を加えて同様加温傾
斜を2回線返し、次r.岐部の細
いガラス1!にヵ・ラス綿をつめた
ものにうっし、0.5NNaOHを
流出液が無色になる迄通し、次
lζ渉r，騰水 500mlを通し、 次lζ
1 N HClを同様流出液が無-色
になる迄通し、 最後は沸膿*'
5∞ml で洗務し、 室温I乙て減圧乾燥した樹H旨を用う。ï.~換培の低部lζガラス綿をつめ、 活栓を閉
じ、水を満してから精製樹脂 1.2gを流し乙む。乙の際気泡を作らぬ様注意を要す。
Variable 紅白tingeffects for decoloration 
Treating E 
1. Diluted directly the hydrolyzed solu. * 0.830 
2. Metaphosphoric acid treating. neutralization 
and dilution 0.710 
3. KMnO.l tr伺 tingthe (2) solu. 0.471 
4. lon exchange resin treating the (3) solu. O.ω2 
* Final dilntion ratios are same in every回 se.
Table 5 
Coloration effect by Konig reaction for the treated 
niacin solutions. in variable ways. 
Treating Coloration effect 
None 
Metaphospholic acid 
。 +KMnO，.
。 + 11 +Removing N'n 
Jon exchange resin (I.E.R.) 
Metaphospbolic acid+I.E.R. 
。 +KMnO.+I.E.R.
ル + 11 +Rel1¥oving Mn 
1∞% ?
?
??
??
??
?
+I.E.R 100 
KMnO.l 
?
?
?
?
?
? ?
?
??
?
?
?
? ?
。 +I.E.R.
。+Removing Mn 
。 + 11 +I.E.R. 
一度用いた樹胞の再生には、樹脂を水とと色I乙一度閣に吸上げて内容を慣乱して後、 0.5N
NaOH 30ml、5NHCl30mlで洗湯し、更に 1∞mlの蒸溜水で洗い、水を満して活栓を閉じておく。
2. 定 量
よく細砕しに険休の一定量 (NA20-3∞Tを含む)の2通りを目盛っき大型試験管にとり、夫k
主験(M)、添加試験(A)とし、AKは 100rのNAを加える。夫k水で 16mlとし、 動物性食品
のI冷は 40!1~ NaOH 4ml、植物性食品の際は泌塩酸 4mlを加え、 沸騰水浴中で30-45分加熱水M
する。途中時kカ・ラス停で俊枠する。水'lf.が終れば NaOH又は HCl で中和し、 水で 25mlと
し、iI!過叉は速沈してその溶液 20mlIζメタ燐酸 5mlを加え、i室沈又は渡過する。浴、液の一定量
をとり 、D塔を通し、lNHCl で一段・洗い、次で流出液が無色{となる迄沸勝木で洗い、次に lN
NaOH 5mlを通し、 それ迄の流出液をすて、交器をとりかえて 20mlの lNNaOHを通して脱
箭する。脱活液はフエノ ールフタレインを指示薬として甑般で中和し、水で 25mlとする。之を検
液とし、Table6の句〈反応させる。反応答指は褐色共栓試験管を用いる。笑際Iζは始めの 31疫を加
- 9ー
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えて直ちに 500Cの恒温浴Iζ保ちつつ、 BrCN
を加え、時間を測ればよい。
Table 6 
Conditions of Konig reactioD 
之等の試験管を 10-150Cの冷浴中に保ちつ
つ、12分以内K光電比色計で遮光板 450mμ を
用いて比色する。夫kのEf宣を EJ(Mm-Mb) 
~ (Ma-Mb)、E3(Am-Ab)とする。稀釈{荷
数を V，採取検休量を agとすると、検休中の
NA量 (mg:~) は
Adding test 
x=五三生LX2笠島-E1 ，. a 
E.xO.∞4 . 1∞ 叉は Y ~!..~~ ' :~~ xVx一一-~-El 
会過程の回収率は
Mb Mm Ma Ab Am 
saTP川 4.OmI4.0 4.0 
SOIU. 
4.0 4.0 
IOr/ml 0.4 NA 
Dis~~~I~d 11.4 
water 0.4 0.0 I 1.4 0.4 
0.5M BreN I 0.0 1.0 1.0 I 0.0 1.0 
500C 6-8 min. 
Cooling until lQ-150C 
Y/X x 1∞U'~) 初 pAAI 1.0 1.0 1.0 I 1.0 1. 
回収率が 100.%近く得られる様ならば添加試験Aを略し、測定算出はY式で求められる。
1)実測例
以上の方式により約40穫の食品のNA含量を実測した結果を Table7に示す。
動物性食品中牛乳、鶏卵はアルカリ氷解では粘調性が大な為操作が困難で回収率も低かったので
酸水解によった外、会て動物性食品はアルカリ、植物性食品は酸水解!とよった。
Data は一般κ文献値と大差なく 、全過程を通じての回収率も 1-2 の例外を除き85:~以上であ
り 、 特に動物性のものは1∞:~Iζ近かった。
叉乙の方法によれば問時lζ少くとも 3検休の測定が可能であり、添加試験Aを略すれば6検体の
測定が可能であった。
要約
Kooigの反応を応用した食品中のニコチン酸の比色定量法を検討し、一方式をたてた。
1 水解は動物性食品は 2NNaOH、植物性食品は 2NHClとともに沸腿浴中tζ30-45分加熱で
充分であった。
2 水解液の目覚色並Iζ Kooig反応の阻害物質の除去にはカチオン交換樹脂ダイヤイオンBK層を
通すのが最も有効であった。
3 Köoig 反応には 0.5M 緩衝臭化シャン並?と 3 :~ p-アミノアセフエノンを組合せる方式によ
り、その反応条件を定めた。かくして得た色3誌は少くとも12分は安定で、その感度も従来のもの
より向く 、 又ニ コチン殴透度 O.O-O.4mg:~ Iζ於て浪度とE値に直線関係を認めた。
4 約40鶴の食品中のニコチン酸量を乙の方法・で測定した。回収率は1-2を除、き良好であり、測定
値は文献値と大差なかった。
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Sample 
Milled rice 
白米
Pressed barley 
押 麦
50men 
そうめん
Sweet potato 
廿務
Potato 
馬 鈴 !y<=
Sato imo 
皇学
50ybean 
大豆
Azuki.bean 
小豆
Radish 
大.m
Radish green 
大綬禁
Carrot 
人審
‘・， . 
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Table 7 
Niacin content in some foods 
Niacin content 
Assay Recorded value 
value (1) (9) 
2.8 2.4 1.5 
3.6 3.0 6.0 
1.1 3 
0.88 0.6 0.8 
1.0 1.3 1.0 
O.ω2.2 1.0 
3.5 1.6 3.0 
2.5 2.2 2.5 
0.23 0.2 
0.70 
0.44 1.2 0.5 
Sample 
Tea 
若手 茶
50y sauce 
筏油
Mushroom 
まっ たけ
Beef(le祖)
牛肉(赤身)
Beef(liver) 
牛 j汗 厳
Pork(lean) 
伝肉{赤身)
Chicken m 肉
Whale meat 
鯨肉
Skipjack(Fresh) 
か つお
Skipjack (Driedstrip) 
かつおぶし
Sardine(Fresh) 
いわし
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Niacin content 
Assay Recorded value 
value (1) (9) 
7.。
1.7 1.5 
3.1 8.0 
10.5 4.6 5.0 
5.9 12.0 
3.6 4.7 5.0 
8.1 5.0 
4.8 6.1 8.6 
7.3 10.0 
42.9 45.0 
10.1 7.3 10.0 
East Indian lotus 
れん ζ ん 1.0 0.3 
~ardi.n<<;~~~i!e~， ~~!.~d 35.9 
larval fish)しらすぽし
Onion 
fこまねぎ
Welsh onion 
ねぎ
Cabbage 
キャベ ツ
Chinese cabbage 
白 楽
Mitsuba 
み つ ぱ
Spinach 
ほうれん恕
0.0 
0.7 
0.3 
0.6 
0.9 
1.0 
~same ~e?!.(J"hite) 7.7 
とま (臼)
Dried gourd 
かんぴょう 6.3 
0.2 
0.5 0.5 
0.3 
0.6 0.5 
0.9 0.5 
1.0 1.0 
Mackerel 
さば
Pacific saury 
さんま
Flat fish 
かれ い
Jack mackerel 
ゐ じ
Squid 
L、'/J)
Clam 
はま<'り
Milk(cow's) 
牛乳
Hen's egg m 卵
4.3 8.0 
3.6 6.0 
1.4 3.5 
2.1 6.5 
3.9 4.0 3.0 
2.3 1.5 
0.36 0.2 0.2 
0.95 0.1 0.1 
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~ummary 
Colorimetric determination for niacin was investigated. The experiment and the 
results are as follows. 
1. For the purpose of hydrolyzing f∞d materials， vegetable foods and animal foods 
were boi1ed respectively with 2N HCI and 2N NaOH for 30-45 min. 
2. In order to the decoloration of a brownish colored hydrolyzate， itwas the most 
- 11ー
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important process to pass the solution through the cation exchange tube with resin 
“Dia Ion BK". 
3. Konig's reaction using 0.5M buffered cyanogen bromide and 3% p剖 ninoaceto.
phenone was applied for the color developement from niacin. The color in the reaction 
mixture was stable for 12 min. at 150C. 
4. The relation between extinction coefficient and concentration of niacin from 0 
to 0.4 mg% was a linear status. 
5. According to the method described， the determination of niacin in some food 
materials was carried out， and the data obtained were reported here. 
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